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摘要 
Rab蛋白是 Ras 家族最大的家族成员，主要参与细胞内蛋白质的运输。其蛋
白水平表达的高低及其 GTPase 活性的变化，都会导致相关细胞器工作的紊乱，
致使机体发生病变，甚至诱发癌症。目前在哺乳动物中，已发现 70多种 Rab 蛋
白。我们深入研究了其中的大部分，并且取得了一定的成就，但关于 Rab 家族
成员 Rab15 的研究报道甚少。本文拟探讨 Rab15蛋白在细胞中的定位及其细胞
生物学功能。 
通过免疫荧光技术，标记不同细胞器的内源性 Marker，发现 Rab15定位于高
尔基，且与内体和溶酶体没有明显的共定位。检测其蛋白水平表达情况，结果显
示 Rab15 在高侵袭的乳腺癌细胞中表达量普遍较低。于是在高侵袭乳腺癌细胞
MDA-MB-231中过表达 Rab15，探究其对细胞的影响。通过细胞计数后绘制生长曲
线、 MTT 法获取细胞活性曲线、结晶紫染色细胞，结果显示过表达 Rab15抑制
高侵袭乳腺癌细胞的生长。通过划痕实验、小室内迁移和侵袭实验、发现过表达
Rab15抑制高侵袭乳腺癌细胞的迁移侵袭。 
进一步探究其影响机制，采用免疫印迹检测了一些与细胞生长增殖、侵袭迁
移相关的蛋白，发现在高侵袭乳腺癌中过表达 Rab15后， EGFR和金属蛋白酶-2
（MMP2）的表达量都有所下降。EGFR与肿瘤细胞的增殖、细胞凋亡的抑制和肿瘤
侵袭、转移相关。而 MMP2 会降解基底膜中的 IV 型胶原蛋白。结合以上研究结
果，初步推测 Rab15 过表达后能够抑制细胞的增殖，可能与其抑制 EGFR 的表
达相关；而过表达 Rab15 之后抑制 MMP2 降解细胞外基质，进而抑制了细胞的迁
移与侵袭。以上研究工作，为深入研究 Rab15的生物学功能及其相关分子机制奠
定了基础。 
 
关键词： Rab15；细胞生长；细胞迁移 
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Abstract 
Rab protein is the largest family within the Ras superfamily, and is involved in 
intracellular protein transport .The dysfunction of Rab proteins is related to many 
diseases. In mammals, more than 70 different RAB and RAB-like proteins have been 
characterized so far. Although we have studied most of these proteins and have 
achieved some success, one of Rab family members, Rab15 has not been investigated 
in detail. This study prefers to explore the localization of Rab15 protein in cells and its 
biological function. 
Immunofluorescence was used to explore the localization of Rab15 protein. It was 
found that over-expressing Rab15 was co-located with Golgi, and was not co-located 
with endosomes or lysosomes. After detecting the protein expression of Rab15 in 
mammary tumor cells, we found that the protein expression of Rab15 was lower in 
highly invasive breast cancer cells. So we prefers to explore influence of Rab15 
overexpression in high-invasive cell MDA-MB-231.By drawing the growth curve, 
MTT method, crystal violet staining, we found Rab15 overexpressing inhibited highly 
invasive breast cancer cell growth. We observed that Rab15 overexpressing in MDA-
MB-231 cells inhibited the invasion of highly invasive breast cancer cells by scratch 
test and transwell chamber.  
For further study, we used immunoblotting to detect some proteins in relation to 
the growth and migration. We found in highly invasive breast cancer, the expression of 
EGFR and MMP2 decreased when Rab15 overexpressed. EGFR is associated with 
tumor cell proliferation, inhibition of apoptosis and tumor invasion and metastasis. 
MMP2 is capable of degrading the basement membrane. 
We hypothesized that overexpression of Rab15 would inhibit cell proliferation and 
migration by effecting EGFR expression, and degradation of MMP2 would inhibit cell 
migration and invasion. This work lays a good foundation for further studying the 
biological function of Rab15. 
 
Key words: Rab15; cell growth; cell migration
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第一章 前言 
1.1 G 蛋白 
G 蛋白（GTP-binding protein），全称鸟苷酸结合蛋白。最先在 1971 年由
Rodbell 发现，它是与信息传递有关的一种蛋白[1]。1980 年 Gilman 等通过分离纯
化得到第一个 G 蛋白，Gs[2]。这两位科学家因此共同获得了 1994 年诺贝尔生理
学或医学奖。哺乳动物细胞内的信号传导，如药物、激素、光、神经递质等信息
传递大多数通过膜受体与 G 蛋白偶联，产生高度特异性传导。该过程涉及多种
信号传导通路，具有丰富的生物学效应。 
G 蛋白超家族（GTP-binding protein superfamily）是指所有能与 GTP 结合并
且能将其水解成 GDP 和无机磷酸的蛋白。根据组成和分子量大小可将 G 蛋白超
家族分为异源三聚体蛋白和小分子 GTP 酶。异源三聚体蛋白（Heterotrimeric 
GTP-binding regulatory protein）由 α、β、γ 三种亚基组成，总分子量在 100kDa 左
右。α 亚基分子量在 39-46kD 之间，不同种类的 G 蛋白中的 α 亚基差异很大，我
们可以根据 α 亚基分子量对 G 蛋白进行分类。β 亚基分子量在 36kDa 左右，大
多数情况下，β 亚基分子量固定而且氨基酸序列的同源性较大。γ 亚基分子量仅
有 7-10kDa，与 β 亚基非共价紧密结合。 
 
 
图 1-1 G 蛋白家族分支 
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Figure 1-1 Branches of G protein family 
 
小 G 蛋白（small GTPase family）分子量大小在 20~30KD 左右，由一条多肽
链构成，小 G 蛋白的结构与其他 G 蛋白不同，普遍以单体形式存在。致癌基因 
Ras 是最早发现的小 G 蛋白。至今为止，已发现 100 多个的小 G 蛋白家族成员。
根据其结构、序列的不同， Ras 超家族被分为 Ras、 Rho、 Rab、 Arf /Sar 和 
Ran 等 5 个亚家族[3]。由于翻译后修饰的不同，调节因子和效应因子也不同，亚
家族成员具备不同的功能。Ras 家族调节细胞分化增殖过程，Rho 家族负责细胞
形态，调控细胞周期进程，Rab 和 Sar /Arf 调控囊泡运输和笼形蛋白的形成，
Ran 家族调控细胞核运输[4]。 
 
 
图 1-2 Ras 超家族概况 
Figure 1-2 The Ras superfamily at a glance 
（ 注：摘自 Wennerberg, K 等，2005）[5] 
 
1.2 Rab GTPase家族 
Rab GTPase 家族是 Ras 超家族的最大分支。Rab GTPase 家族基本上在细胞
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中无处不在，在活性 GTP 结合的和无活性的 GDP-结合构象之间交替，作为开关
调节多种细胞功能。 
在真核细胞中有至少 20 个原型 Rab 形成六组，例如 组 I 中的 Rab1 / Ypt1
和 Rab8 / Sec4，组 II 中的 Rab5 / Ypt51，说，组 V 中的 Rab6 / Ypt6 和组 VI 中的
Rab28 [6, 7]。这些古老的 Rab 大多数在整个进化过程中是保守的，而一些在某些
物种中丧失。 在哺乳动物细胞中存在 Rab 家族的显着扩增以适应细胞内运输系
统的增加的复杂性，比如在人类基因组中具有 66 个 Rab 基因。历史上 Rab GTP
酶在萌芽酵母酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)和哺乳动物细胞中
表现最好，进化上较早的 Rab 倾向于更高度和广泛地表达，研究得更深入。 
 
 
图 1-3 哺乳动物和酵母 Rab / Ypt 同源蛋白。 
Figure 1-3 The mammalian and yeast Rab/Ypt homologs. 
 
一个典型的真核细胞的细胞质中充斥着大量膜细胞器，一系列生长生存所需
因子通过囊泡运输在这些细胞器中运输。细胞内膜运输系统是一个复杂的网络，
在真核细胞中连接膜细胞器。细胞内膜运输系统管理胞吞过程中的蛋白质分泌和
胞吞作用期间对细胞外营养素的摄取。它也是一个基本传输系统，对细胞生理学
至关重要，用于将新合成的酶定位到正确的膜隔室/细胞器，例如溶酶体水解酶。
尽管面临着运输系统的复杂性和运输部件的大通量和多样性，货物运输仍能严格
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地保持准确性。在这其中，尽管每个途径都有各自不同的支配因素，但它们都共
同含有作为主调节剂的 Rab 蛋白。Rab 蛋白通过与一系列效应器的时间和空间
相互作用，参与囊泡运输过程的各个方面[8, 9]，Rab 介导从供体到受体隔室的细
胞内膜运输。这些效应器包括将被包装到囊泡中的载体蛋白，促进囊泡沿着肌动
蛋白和微管细胞骨架运动的运动蛋白，以及将囊泡对接到靶向隔室用于膜融合的
束缚因子。 
每个 Rab 特异性靶向不同的膜区室[10]，例如 Rab2 靶向内质网（ER）和高尔
基体之间的运输囊泡，Rab5 靶向早期核内体，Rab7 靶向晚期内体等。这种膜靶
向过程需要在每个 Rab 的 C 末端或附近的两个 Cys 残基的翻译后异戊二烯化（香
叶酰香叶酰化）以及靶膜上的同源鸟嘌呤核苷酸交换因子（guanine nucleotide 
exchange factor ,GEF）[11]。此外，GDP 位移因子（GDP displacement factor ,GDF）
有利于 Rab 膜靶向内体[12]。膜结合后，GEF 催化 GDP 与 GTP 在 Rab 上的核苷
酸交换[13, 14]，Rab 结合活化的 GTP 后，与和效应子相互作用，并被包装到运输
囊泡中，与靶区室一起，以介导囊泡的形成和运动及其融合。Rab 功能循环通过
水解 GTP 完成，其由 GTP 酶激活蛋白（GTPase-activating protein, GAP）催化[15]，
并再循环回供体区，其由 GDP-解离抑制剂（GDP-dissociation inhibitor, GDI）介
导[16-18]。 
 
 
图 1-4 Rab 循环与膜靶向偶联。 
Figure 1-4 The Rab GTPase cycle coupled with membrane targeting. 
（ 注：摘自 Guangpu 等，2005）[19] 
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1.2.1 Rab GTP 的保守结构 
Rab 具有 GTP 酶折叠区，由侧翼为 5 个 α-螺旋的六链 β 折叠组成，这也是
Ras 超家族成员的相同特征之一。COOH 末端到 GTPase 折叠区是 Rab 的高突变
区，然后是含有两个半胱氨酸残基的 CAAX 盒，香叶酰香叶酰部分共价连接到
CAAX 盒。这个香叶酰香叶酰尾部允许 Rab 的调节膜插入。由于总体结构保守
性，决定活性和非活性状态之间的区域决定每个 Rab 的具体功能。Rab 的开关 I
和 II 区是核苷酸依赖性 Rab 功能的主要决定簇，并且两个开关区与 GTP 的 γ 磷
酸酯接触。当 GDP 结合时，开关区倾向于无序，并进行改变结构，以便在结合
GTP 时有良好有序的状态[20]。Rab 结构在其活性状态的重叠显示在其开关结构
域和 α3/β5 环（连接 α 螺旋 3 与 β 片层 5 的环）中位于开关 II 结构域附近的巨大
的结构异质性，而在其他地方结构几乎不变。这些结构变化解释不同的 Rab 蛋白
如何招募特定的效应器集合来调节它们各自的途径[20-22]。 
Rab 的其他结构，有助于它们与效应器蛋白的相互作用和靶向特定膜。对所
有已知 Rab 的多重序列比对后获得保守氨基酸段，命名为 F1-F5，这是区分 Rab
与 Ras 超家族的其他成员的序列片段[23]。该比对同样获得 Rab 亚家族保守序列，
命名为 SF1-4，其能将 Rab 分到各种亚家族中，并且用来预测与它们各自的效应
子的相互作用位点[23]。Rab3A 与其效应子 Rabphilin 的共晶体结构鉴定了与
Rabphilin 接触的 Rab3A 的三个互补决定区（complementarity-determining regions, 
CDR），并且这些 CDR 基本上重叠四个 SF 基序中的三个[24]。值得注意的是，交
换结构域包含 F1，F3 和 F4，并且 α3/β5 环等于 CDR2，或者也称为 SF3。 
在 Rab 蛋白的 COOH 末端，CAAX 盒的上游是 35-40 个氨基酸的高突变区。
顾名思义，Rab 的这一部分序列在不同的系统发育组之间存在最大的差异。该区
域在将 Rab 靶向特异性膜过程中起作用。用 Rab7 的高突变区替换 Rab5 高突变
区使嵌合体靶向由 Rab7 标记的晚期内涵体[25]。在酵母中，包含 Ypt1 的高突变
区的 Sec4 的类似嵌合体定位于通常含有 Ypt1 的高尔基结构[26]。具有 Rab9 的高
变区（与 TIP47 相互作用）的 Rab1 或 Rab5 的嵌合体可以在 TIP47 过表达时从
高尔基体（正常 Rab1 定位）或早期内体（正常 Rab5 定位）重新定位至晚期内体
（正常 Rab9 定位）[27]。最近在哺乳动物细胞中的研究表明 Rab 的某些 F 和 SF
区域比它们的超可变结构域在膜靶向中起更重要，并且涉及与效应蛋白的正确定
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